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 古くから日本酒、味噌、醤油などの製造に使用されてきた麹菌 (Aspergillus oryzae) は、もっ
とも高いタンパク質分泌生産能力をもつ真核微生物の一つであり、これまで様々な酵素や有用タ
ンパク質生産に利用されてきた。しかし、有性生活環が見出されておらず、分生子が多核である
ことなどから、古典遺伝学的手法による育種を行うのは困難であった。しかし、1987 年に A. 
oryzae の形質転換系が開発されたことを契機に、異種タンパク質生産の宿主としての利用が始
まるとともに、遺伝子操作による分子育種が可能になった。遺伝子レベルでの解析を行うための
ツールが整うとともに、非相同末端結合に関わる因子として麹菌の DNA ligase IV 遺伝子のホモ






























我々はこれまでに、一度  Cre 反応を受けると反応効率が大幅に低下する変異型  loxP ペア 





選択マーカーと Cre 発現カセットを同時に脱落させるために、選択マーカーと Cre 発現カセ




イクリングプラスミドが 麹菌染色体上の adeA 領域に挿入されることを防ぐために、遺伝子高
発現用プラスミドベクターの選択マーカーとして Aspergillus nidulans 由来の ade A(AnadeA) を
利用することとした。AnadeA を adeA 破壊株に導入した結果、野生株と同じ表現型を示したこ
とから、AnadeA が麹菌内で機能し、選択マーカーとして利用できると考えられた。選択マーカ
ー AnadeA と条件的発現プロモーターに連結した Cre 発現カセットの両者を変異 loxP 配列で
挟んだ断片を搭載したプラスミドの構築を試みたが, 大腸菌内で Cre 反応が生じて目的のプラ
スミドを取得できなかった。そこで、 Cre 遺伝子内に人為的にイントロンを挿入したところ、 目
的のプラスミドの取得に成功した。Cre 発現を抑制するために条件的発現プロモーターとしては、
グルコースを単一炭素源とした条件で発現が抑制され、キシロースを単一炭素源とした条件で誘
導される Penicillium chrysogenum 由来のエンドキシラナーゼ遺伝子 xylP のプロモーターを用
いた。構築したマーカーリサイクリングプラスミドを宿主株 adeA に導入してグルコースを含
む培地で形質転換体を取得し、そのゲノム DNA を PCR 解析した結果、マーカーと Cre 発現カ
セットを含む長い断片の増幅が見られた。それに対して、得られた形質転換体をキシロース培地














ポーター遺伝子 kojT の重要性を調べるため、マーカーリサイクリングプラスミドを使って kojA 





第 2 章 自己切断型選択マーカーリサイクリングシステクを用いた麹菌細胞壁の -1,3－グル 
カン合成に関わる遺伝子群の多重破壊株の作製とその機能解析 
 -1,3-グルカン (AG) は麹菌の細胞壁成分の一つであり、染色体上に三つの合成酵素遺伝子 
agsA、agsB、agsCが存在している。近年、A. fumigatus において -1,3-グルカンは、発芽直後の
菌糸の凝集に関与することが明らかとなった。また、A. nidulans における細胞壁 AG の生合成
遺伝子 agsA, agsB の機能解析では細胞壁 AG の合成は主に agsB 遺伝子に依存することが明
らかになり、液体振盪培養では野生株は菌糸が凝集してペレット状に生育するのに対して、AG 
欠損株 (agsB欠損株) は培地中で菌糸がパルプ状で生育することが報告されている。一方、我々




いる。本章では、麹菌の細胞壁構成多糖である AG 合成酵素遺伝子の破壊株を作製し、AG の
合成と TAAの細胞壁への吸着との関与について解析することとした。 
 Cre/loxP 自己切断型マーカーリサイクリングシステムを用いて、AG 生合成遺伝子 agsA、 agsB、 
agsC の様々な組み合わせの破壊株を作製した。作製した株を液体培地で培養した結果、野生株
（WT） と agsA、agsC を破壊した株が液体培養ではペレット状の形態を示したのに対して、agsB 
遺伝子を破壊した agsB、agsA-B、agsB-C、agsA-B-C 株はパルプ状の形態を示した (Fig. 4A)。
また、agsB を破壊した株は細胞壁ストレスを誘導する薬剤として-グルカンとキチンのファイ
バー形成を阻害する  Congo red (CR) やキチンのポリマー形成を阻害する  calcofluor white 
(CFW)に高い感受性を示したことから、agsB 遺伝子の破壊により細胞壁構造が大きく変化して
いると考えられる(Fig. 4B)。それに対して、agsB 欠損株の相補株 (CagsB) は液体培養では WT 
と同じようにペレット状の形態を示し、CFW や CR にも同様の感受性を示した。この結果、液






は、AG と少量のガラクトマンナンが含まれる。そこで、WT、agsB と CagsB 株を YPM 培地
で培養した菌体を熱水抽出、アルカリ抽出することで細胞壁成分を分画し、糖組成解析を行った 
(Fig. 5A)。その結果、agsB 破壊株ではアルカリ可溶画分量が著しく低下し、AG 由来のものと
考えられるグルコース量も著しく低下し、ほとんどなくなっていた (Fig. 5B)。それに対して、
CagsB は WT と同様の結果を示し、細胞壁の AG の量が回復していた。このことから、-1,3-
グルカンの生合成は agsB 遺伝子に依存していることが示された。 
 前述したように麹菌が培地中に分泌生産する TAA は培養後期において培養液中から消失し、
細胞壁のキチンに吸着されていることが明らかになっている。しかし、キチンが細胞壁の重要な
多糖であり、培養の前期・後期に関わらず一定の量で存在しているため、細胞壁に TAA のキチ




関係について研究を行った。agsB 株をYPM 液体培地で培養してTAA の吸着性を調べた結果、
培養前期でも吸着していることが確認された (Fig 6A,B)。また、WT の培養前期・後期における
AG 量を調べた結果、AG を含むと考えられるアルカリ可溶画分の量が培養後期では著しく減少
し、AG から由来すると考えられるグルコース量も減少していることが認められた (Fig 5B)。更
に、WT、agsB と CagsB の培養前期と後期の菌体から細胞壁画分を調製し、TAAの吸着性を
調べた結果、agsB 破壊株の培養前期画分が高い TAA 吸着を示し、培養後期の細胞壁画分では
さらに高い吸着性を示した。以上の結果から、AG が TAA のキチンへの吸着を阻害する因子で
あることが示された。 
 
第 3 章 -1,3-グルカナーゼ (Ags) は二次代謝産物の生合成に関与する 
 コウジ酸 (5-Hydroxy-2-(hydroxymethyl)-4-pyrone) は麹菌の重要な二次代謝産物の一つであり、
食品・医療薬剤・化粧品などに広く利用されている。麹菌はコウジ酸生合成に関わる遺伝子 koiA、






















高生産できる可能性が示された。また、このシステムを用いて AG 生合成酵素遺伝子 ags の多
重破壊株を取得することができた。今後は様々な遺伝子多重破壊株などの取得も可能であり、遺
伝子の解析や有用タンパク質高生産用の宿主株の構築も可能であると考えている。 
 麹菌の細胞壁成分の一つである AG の生合成遺伝子を麹菌は agsA, agsB, agsC の三種類を持
っており、agsB を破壊した株が液体培地にパルプ状の菌糸形態を示し、細胞壁成分の解析によ
りagsB 株では AG の量が著しく減少し、ほとんどなくなっていた。このことから、細胞壁の
AG 生合成が主に agsB 遺伝子に依存していると考えられる。これまで TAA が液体培養後期に
細胞壁のキチンに吸着されていることが明らかになっており、キチンが培養前期・後期に関わら
ず細胞壁に存在している重要な多糖であるため、キチンへの吸着を阻害する因子があると考えら
れていた。AG 欠損株（agsB 欠損株）では TAA が培養前期から細胞壁に吸着されたことから、




れた。糸状菌において AG が重要な細胞壁成分の一つであり、細胞壁の完全性に関わる cell wall 
integrity (CWI) 経路の重要な関連因子 PkcA、MpkA、RlmA の欠損や失活により 主要な AG 生
合成遺伝子の発現量が著しく低下していることが報告さている。Ags 欠損株において CWI に関
わる因子 PkcA、MpkA、RlmA の遺伝子発現量を調べた結果、すべての遺伝子で発現量が増加
していた。A. nidulans では pkcA を高発現した結果、二次代謝産物の生産量が著しく低下し、PkcA 
失活条件では、二次代謝産物の生産性が増加することが明らかになっている。そこで、Ags 欠
損株における PkcA の活性化もその二次代謝産物制御機能の一つ原因である可能性がある。その
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Fig. 1 Cre/lox and Cre/mutant lox systems. 
Mutant lox sequences, lox71 and lox66, contain a 5-bp mutation (indicated by underlined small letters) at either the left or 
right end in the palindromic regions of the loxP sequence, respectively. Cre-mediated recombination between lox71 and 
lox66 generates a double-mutant lox72 with nucleotide change at both ends of the sequence, which are hardly recognized 
by Cre recombinase. 
Fig. 2 Schematic representation of the self-excising marker recycling system developed in this study. 
(A) Structure of the transformation plasmid, pAAAXP-Cre, bearing a self-excising marker recycling cassette. MCS 
carries multiple cloning sites, NheI-SpeI-SmaI. Cre-intron; Cre coding region in which the first intron of P. chrysogenum 
xylP was inserte. (B) Schematic diagram of the self-excising marker recycling using pAAAXP-Cre. In this figure, the 
example is shown in the case where the transformation plasmid was integrated at the amyB promoter locus in the 
recipient chromosome. (C) Colong PCR analysis of the transformants. (D) Phenotypes of AnadeA+ transformants 
compared with those of adeA-. 
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Fig. 3 Sequential integration of expression constructs of kojic acid biosynthetic genes using the self-excising 
marker recycling system. (A) Schematic diagram of the sequential integration of kojA and kojT overexpression 
constructs. A. oryzae adeA mutant was transformed with kojA expression plasmid and the transformants were regenerated 
on the medium with glucose. After isolation of the transformants where the plasmid was integrated into the resident kojA 
locus, they were grown on the medium with xylose to induce the cre gene expression and marker-rescued strains were 
isolated. Then, kojT expression plasmid was introduced and the marker cassette was excised by Cre recombinase. (B) 
Production of kojic acid by wild-type and each transformant. 
WT kojT o/e kojA o/e  kojT o/e 
kojA o/e 
1 cm 
Fig. 4 Molphological phenotypes of the ags gene disruptants.  
(A) Molphological phenotypes of the ags gene disruptants in submerged cultivation. Approximately 2 x 106 conidiospores 
of each strain were grown in 50 ml YPM medium at 30 oC for 24 h shaking (120 rpm). (B) Drug sensitivity test of ags 
gene disruptants. For each strain, 105, 104, 103, 102, 10 conidia were inoculated on CD plates containing Calcofluor White 
(30 μg ml−1) or Congo Red (200 μg ml−1 ) and incubated for 72 h at 30 oC .  
(-) 






Strain HW AS1 AS2 AI 
WT(24 h) 27.91(±0.38) 15.24(±1.91) 15.51(±1.90) 41.31(±1.04) 
DagsB (24 h) 26.73(±2.27) 17.83(±5.39) 10.26(±2.06) 44.68(±0.57) 
CagaB (24 h) 31.21(±1.82) 12.40(±0.64) 16.75(±2.57) 39.77(±4.02) 
WT(60 h) 25.46(±1.07) 14.94(±2.75) 9.64(±1.80) 49.76(±1.97) 
*Yield of dry weight (%) 
Table 1. Yield of each fraction obtained by alkali treatment of the  wild-type (24 h), DagsB (24 h), CagsB (24h), wild-type (60 h) strains. 
*The yield of each fraction is expressed as the percentage of the total dry weight. Values represent the mean of triplicate measurements. 
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Fig. 5 Cell wall composition of each cell wall fraction. 
Wild-type, agsB disruption (DagsB), complement of agsB in an DagsB background (CagsB) strains were cultured in YPM 
liquid medium. (A) Fractionation scheme of A. oryzae cell wall using hot-water and alkali treatment. (B) Monosaccharide 
compositions are reported for the alkali-insoluble (AI), alkali-soluble 2 (AS2) cell wall fractions as a percentage of the 
total dry weight of each fraction. Glc, glucose; Gal, galactose; Man, mannose; GlcN, glucosamine. 
(C) 
Fig. 6 Comparison of mycelium-bound TAA in wild-type and DagsB strains.  
Approximately 2 x 106 conidiospores of each strain were grown in 50 ml YPM medium at 30 oC with shaking (120 rpm). 
(A) TAA activity in the culture broth (solid lien) and 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0) after incubation of mycelium to 
liberate mycelium-bound TTA (broken line). The TAA activities are shown as mean ± standard deviation of three 
independent experiments. (B) SDS-PAGE analysis of TAA protein. The culture broth and phosphate buffer using 
measurement of TAA activity were subjected to SDS-PAGE and stained with CBB. (C) TAA adsorption capability of cell 
wall fraction treated with hot-water of wild-type, DagsB and CagsB. 
Cell wall （0.5g） 
YP + 2%  Maltose 


















































































































































Fig. 8  koji acid biosynthesis in A. oryzae overexpression laeA strains. 
(A) Koji acid bioassay of A. oryzae overexpression of laeA in  WT or Ags deficient strains.  













































Fig. 7 Ags regulation of koji acid biosynthesis in A. oryzae. 
Approximately 2 x 106 conidiospores of each strain were 
grown in 50 ml KA medium at 30 oC with shaking (120 rpm). 
(A) Koji acid bioassay of A. oryzae wild-type (WT), Ags 
deficient strain (Ags-) and complement of agsB in an DagsB 
background (CagsB) strains. (B) Transcription levels of the 
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る
こ
と
が
で
き
た
。
さ
ら
に
、
麹
菌
に
3
種
類
存
在
す
る
α-
1,
3-
グ
ル
カ
ン
合
成
酵
素
遺
 
伝
子
 (
ag
sA
, a
gs
B,
 a
gs
C
) 
を
破
壊
し
て
機
能
解
析
を
行
っ
た
結
果
、
α-
1,
3-
グ
ル
カ
ン
の
生
 
合
成
は
主
に
ag
sB
遺
伝
子
に
依
存
す
る
こ
と
を
明
ら
か
に
す
る
と
と
も
に
、
麹
菌
が
生
産
 
す
る
α-
ア
ミ
ラ
ー
ゼ
の
細
胞
壁
へ
の
吸
着
を
阻
害
す
る
因
子
が
α-
1,
3-
グ
ル
カ
ン
で
あ
る
こ
 
と
を
明
ら
か
に
し
た
。
以
上
の
結
果
か
ら
、
構
築
し
た
シ
ス
テ
ム
を
用
い
て
多
重
遺
伝
子
導
 
入
と
多
重
遺
伝
子
破
壊
株
の
作
製
が
可
能
と
な
り
、
二
次
代
謝
化
合
物
の
高
生
産
化
と
遺
伝
 
子
機
能
解
析
に
有
効
で
あ
る
こ
と
が
示
さ
れ
た
。
 
本
研
究
成
果
は
、
麹
菌
の
遺
伝
子
組
換
え
に
お
い
て
欠
点
で
あ
っ
た
選
択
マ
ー
カ
ー
数
の
制
 
限
を
克
服
す
る
技
術
と
し
て
、
容
易
か
つ
迅
速
に
多
重
遺
伝
子
導
入
と
破
壊
を
行
う
こ
と
を
 
可
能
と
し
た
も
の
で
あ
る
。
多
数
の
生
合
成
酵
素
遺
伝
子
の
高
発
現
カ
セ
ッ
ト
を
導
入
し
て
 
二
次
代
謝
化
合
物
の
高
生
産
を
達
成
可
能
と
し
た
だ
け
で
な
く
、
多
重
遺
伝
子
破
壊
に
よ
る
 
遺
伝
子
の
機
能
解
析
や
有
用
菌
株
の
育
種
に
も
利
用
で
き
る
技
術
と
し
て
広
く
活
用
で
き
 
る
こ
と
が
大
い
に
期
待
さ
れ
る
こ
と
か
ら
、
審
査
員
一
同
は
、
本
論
文
提
出
者
に
対
し
、
博
 
士
（
農
学
）
の
学
位
を
授
与
す
る
に
値
す
る
も
の
と
判
定
し
た
。
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